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”摘要 ”本 文 总 结 从 龙 麻 鼻 5 DD Ee RAR BE RR RT. 加 热处理 、 离子 交 
MEET RMT. BERS aR ES L- 天 冬 酰胺 酶 的 过 程 ,并 对 其 生化 性 质 进行 了 研究 。 纯 化 后 L- 
天 冬 酥 胺 酶 的 比 活力 为 原始 上 清 被 的 246 倍 。 该 酶 的 分 子 量 为 112,000， 由 4 个 亚 基 组 成 ;在 溶 补 中 以 及 冻 
干 过 程 中 ， 酶 分 子 会 相互 来 合成 多 聚 体 。 该 酶 在 pH 8.5， 0.1 M 硼酸 缓冲 液 中 的 Kn 值 为 1.1X10-*M， 
RE pH 为 8.5, 在 pH 7.5 一 10.0 的 范围 内 ?都 具有 较 商 的 活力 .POP、SO7、Cl- 等 离子 对 该 酶 有 激活 作 
He ERRAR L- 天 冬 酰胺 酶 很 不 稳定 特别 在 伪 碱 性 溶液 中 极 易 失 去 话 力 ; LKR. CNT 
二 胺 四 乙酸 对 其 有 保护 作用 ,其 中 以 L- 天 冬 氮 酸 的 作用 最 为 明显 。 另 外 ,还 分 析 了 该 酶 的 级 基 酸 组 成 等 ,并 
与 不 同 来 源 的 L- 天 冬 酰胺 酶 进行 了 比较 研究 。 


L- 天 冬 酰 胺 酶 (L- 天 冬 酰胺 胺 基 水 解 酶 , EC. 3.5.1.1) 广泛 存在 于 微生物 及 动 植物 的 
其 些 组 织 和 器 官 内 《Wariston 等 , 1973)。 自 从 1961 年 Broome 发 现 豚鼠 血清 中 的 L- 天 冬 
酰胺 酶 具有 抗 淋 巴 瘤 的 作用 以 后 ,对 该 酶 的 研究 引起 了 生化 学 家 和 医学 家 的 广泛 兴趣 。 到 
目前 为 止 ， 被 不 同 程度 提纯 过 的 L- 天 冬 酰 胺 酶 的 来 源 有 豚鼠 血 清和 豚鼠 肝 CSod 等 ， 
1970); 小 鸡 肝 (Ohnuma 等 , 1967)、 人 尿 (Fujii, 1980). FRAT (Lea 等 ,1978)、 
以 及 大 肠 杆 菌 、 假 单 胞 菌 、 醇 母 等 多 种 微生物 (Campell 等 ,1967; Cammack 等 ,1972; Law 
等 ,1971; Distasio 等 ，1976; Davidson 等 ， 19773; Sakamota, 1977; Rowley 等 ,1967; Roberts 
等 , 1972; Tosa %, 1972). 1963 年 , FER FOE S ERAAN ERRA ERA L- 
天 冬 酰胺 酶 的 活性 。 在 昆虫 体内 提纯 L-K BERRY LE. BOM URI 

PER 2S 22 RA L- 天 冬 酰胺 酶 的 活力 在 5 龄 幼虫 期 间 有 明显 的 变化 。 该 酶 的 提纯 及 其 
性 质 的 研究 对 于 深入 探讨 下 丝 腺 的 代谢 活动 以 及 酶 的 诱导 和 调 诈 机 制 具 有 一 定 总 义 。 另 
外， 由 于 L- 天 冬 酰胺 酶 还 具有 抗日 血 病 的 作用 , 所 以 该 酶 的 提纯 可 能 为 临床 治疗 提供 新 
的 方法 。 


材料 和 方法 
—. BRA ”品种 为 白 黄 "， 系 中 国 农业 科学 院 镇 江 蚕 业 科学 研究 所 提供 。 于 5 i 
第 3 天 活体 解剖 ,取出 丝 腺 放 和 人 0.1 M, pH 7.4 磷酸 缓冲 液 中 洗涤 ,然后 用 滤纸 吸 干 , 装 瓶 
后 投入 干冰 中 冻结 ,再 存放 于 一 25"C 之 低温 冰箱 中 。 


二 、 试 剂 、 实 验 中 所 用 主要 试剂 L- 天 冬 酰胺 和 工 -天 冬 氨 酸 为 上 海 试剂 三 厂 出 品 ; 
EDTA 为 上 海 试 剂 总 厂 出 品 ; DIT. PARAKA., AEA YW Serva HAs DE-52 为 


本 文 于 1982 年 3 月 收 到 。 
本 工作 承 沈 昭 文 先 生 提 供 宝贵 意见 ， 中 国 科 学 院 上 海 生 物化 学 研究 所 谭 复 隆 和 陈 志 民 协助 进行 倪 基 酸 组 成 的 
分 析 ; 中 国 科学 院 上 海 昆虫 研究 所 程 义 存 、 林 爱 莲 协助 制图 , 谨 此 一 并 致谢 。 
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Whatman 出 品 ; Sephadex G-200 为 Pharmacia 出 品 ; Folin- 酚 试剂 为 上 海 市 第 六 人 民 医 院 
出 品 ; Nessler 试剂 系 用 碘 化 示 、 碘 化 钊 和 和 氢 氧 化 钠 目 行 配 制 。 

三 、 蛋 白质 含量 测定 ” 依 Lowry 等 (1951) 的 方法 。 

四 、 二 -天 冬 酰 胺 酶 活力 测定 ” 依 Wriston (1970) 的 方法 。 

五 、 酶 蛋白 分 子 量 测定 ” 依 Weber 等 (1969) 的 SDS 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 方法 以 及 
Andrews (1965) 的 凝 胶 过 滤 方 法 。 
结 FR 

—, ERRAR L-KA RIE 

以 下 操作 , 除 加 热处理 外 , 丝 在 冰 库 或 冰 浴 中 进行 。 

1. 匀 浆 和 离心 ”“ 取 存 于 低温 冰箱 中 的 苞 麻 蚕丝 腺 77.6 克 , 加 入 0.1 M, pH8.0 磷酸 钾 
缓冲 液 ( 含 L- 天 冬 氮 酸 2.5 mM. DTT 0.1 mM，EDTA 1 mM 作 保护 剂 。 以 下 所 使 用 的 
Tilt eR PH Ahk = AP RP Hl) 388 EH, 于 高 速 组 织 捣 碎 机 中 匀 浆 2 分 钟 , ORR 
FA HITACHI 20PR-52D 高 速 离心 机 离心 (12000 rpm, 30 分 钟 ) ;得 上 清 液 :410 毫升 。 

SAGE | FELLA DA IM 氧化 锰 溶 液 21.5 毫升 , 然后 置 于 4°C 冰箱 
eae 第 二 天 取出 后 , 用 1M 磷酸 氨 二 钾 溶 该 调节 pH 至 7.2, 再 离心 (8000 rpm, 20 分 
ASE OLE » 1 _E tH wR 567 Eto 

3. BMRA FEMS 2S Leh IA OA RAK 567 毫升 ,然后 静 置 
半 小 时 > 离心 (8000 rpm, 20 分 钟 ), 弃 上 清 液 , 再 用 少量 0.1 M ，pH 6.8 磷酸 钾 缓 冲 液 将 
沉淀 盗 解 ， 装 人 透析 袋 ,对 0.02 M, pH 6.8 磷酸 钾 缓 冲 液 透析 30 小 时 ,中 间 换 透析 被 4 
次 ,得 样品 50.7 EJko 

4. 加 热处理 “将 透析 过 的 样品 放 于 45°C 之 水 浴 中 保温 20 分 钟 ， 然后 AM OMEGA II 
超速 离心 机 离心 (40000 rpm, 30 分 钟 ), 得 上 清 被 50 毫升 。 
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图 1 DE-52 柱 层 析 比 活力 、 蛋 白质 含量 和 氧化 钠 浓 度 的 关系 
A— A tie @----@ 蛋 白质 含 盘 一 :一 :一 :一 NaCl x BE 
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”5. DE-52 柱 层 析 M 0.02M; pH 6.8 之 磷酸 钾 缓 冲 液 平 衡 DE-52 柱 (3 x 15 E 
米 )o 将 第 4 步 所 得 样品 加 于 平衡 好 的 柱 上 ， 然后 以 每 小 时 26 毫升 的 流出 速度 用 平衡 被 
洗 脱 3 个 床 体积 。 再 用 BUCHLER 梯度 洗 脱 仪 作 氧化 钠 梯度 洗 脱 。 整个 洗 脱 体积 为 
1400 毫升 ,氧化 钠 浓 度 的 线性 梯度 0 一 0.6M〔 溶 于 平衡 液 中 )。 共 收集 90 管 洗 脱 液 , 酶 活 
力 峰 值 出 现在 0.29M Fe Fi MC URE Ro CR AES Ble St BAWKAM 
图 1。 取 活力 较 高 的 5 管 , 共 465 BFR AENA., EIERNE ATAR 
上 浓缩 至 15 毫升 ,然后 对 0.02M , pH 6.8 磷酸 钾 缓冲 液 透析 过 夜 , 换 透析 液 3 Ro 

6. 凑 基 碰 灰 石柱 层 析 ”把 悬浮 在 缓冲 液 中 的 羟基 磷 灰 石和 纤维 索 粉 以 2:1 (V/V) 混 

后 装 成 2.2 X 10.5 厘米 的 柱 ， 再 用 0.02 M, pH 6.8 磷酸 钾 绥 冲 息 平衡 。 将 第 5 步 所 得 
然后 以 每 小 时 20 毫升 的 流速 用 平衡 液 洗 脱 2.5 床 体积 ， 再 用 
BUCHLER 洗 脱 仪 作 线性 梯度 洗 脱 。 整个 洗 脱 体积 为 320 毫升 , 磷酸 钾 缓 冲 液 浓度 梯度 
为 0.02 一 0.2M 。 共 收集 60 管 洗 脱 液 , 酶 活力 峰值 出 现在 0.17M 磷酸 钾 缓 冲 液 浓 度 处 。 洗 
脱 液 有 活力 的 蛋白 峰 与 酶 比 活力 的 关系 如 图 2。 取 活力 较 高 的 16 管 , 共 95.6 4H. RA 
ARR, HEKKE 12 小 时 , 换 水 2 次 , 然后 用 LABCONCO 75050 冰冻 干燥 机 冻 干 ， 
得 蛋白 样品 7.42 SEL 





180 210 240 270 .. 300 


洗 脱 液 (ml) 
图 2 羟基 础 灰 石 柱 层 析 比 活力 、 蛋 白质 含 全 和 缓冲 液 浓度 的 关系 
人 一 一 人 比 活力 8 ----@, 蛋白 质 含 最 ~- -~*~-*- 缓冲 液 浓度 


7. Sephadex G-200 柱 层 析 用 0.1M , pH 6.8 磷酸 钾 缓 冲 液 〈 含 0.4 MER) 平衡 
1.4 X 40 厘米 的 Sephadex G-200 $o HH 6 步 所 得 之 蛋 日 样品 咨 于 1 毫升 平衡 液 中 , 离 
its (4000 rpm, 20 分 钟 ) 弃 去 少量 不 溶解 的 变性 蛋白 后 ,重新 测定 蛋白 含量 和 比 活力 。 然 
后 将 该 样品 加 于 平衡 好 的 柱 上 ,以 每 小 时 3 毫升 的 流速 用 平衡 液 洗 脱 , 酶 活力 高 烽 在 洗 脱 
了 32 毫升 后 出 现 。 共 收集 13 管 , 取 其 中 活力 较 高 的 3 管 , 共 10.1 SH, SRAM 0.489 
blo 把 样品 装 人 透析 袋 对 0.1 M, pH 6.8 磷酸 钊 缓冲 芒 透 析 18 小 时 ， 换 透析 被 2 次 ， 
然后 测定 其 比 活力 为 3.98, 比 原始 上 清 液 提高 246 倍 。 
”总 的 提取 过 程 如 表 1, 
8. 纯化 后 酶 的 纯度 鉴定 ”将 通过 上 述 步 骤 纯 化 的 酶 ， 用 7% 的 诊 丙 烯 酰胺 凝 胺 柱 经 
电泳 鉴定 为 一 条 带 (图 3)。 
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+1 莫 麻 车 丝 腺 上 -天 冬 酰胺 酶 的 纯化 过 程 








样品 体积 | SRA | ”总 活力 比 活力 回收 率 。 | 各 化 倍数 
(ml) (mg) IU) (CIU/ 毫克 蛋 日 ) (%) 5 
RIG kik 410 8266 134 0.0162 100 1 
MnCl, 沉淀 567 1962 102 0.0520 76.0 3.2 
(NH,),SO, #47 50.7 833 97.4 0.117 72.6 7.2 
热处理 ,离心 50.0 667 89.6 0.134 66.8 8.3 
DE-52 柱 层 析 15.0 20.7 22.0 1.06 16.4 65.6 
羟基 磷 灰 石柱 层 析 95.6 7.42 18.1 2.44 | 13.5 151 
Sephadex G-200 EE} 10.1 0.489 1.95 3.98 1.07 246 





注 : 活力 单位 为 国际 单位 AU)» MÆ 37°C, 0.1 My pH 8.5 RAR ED KM -天 冬 酰胺 所 生成 的 
NH, MRA TRH 





图 3 ”纯化 后 的 工 -天 冬 酰 胺 酶 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 ( 较 宽 的 一 条 为 蛋白 质 带 * 较 细 的 一 条 为 指示 染料 ) 


2, KRALI L- 天 冬 酰 胺 酶 的 性 质 

1.L- 天 冬 氨 酸 (L-Asp)、 二 硫 苏 糖 醇 (DTT). 乙 二 胺 四 乙酸 EDTA) 对 酶 活力 的 保 
护 作 用 .用 分 别 含 有 2.5 mM L- 天 冬 氨 酸 , 0.1 mM DTT, 0.1 mM DTT-1mM EDTA 的 磷 
酸 钾 缓冲 液 (0.1M , pH 8.0) 制备 苞 麻 短 丝 腺 的 匀 浆 被 ,以 不 含 上 述 试剂 的 磷酸 钊 绥 冲 液 
(PB) 作对 照 。 离 心 后 取 上 清流 测定 活力 ， 将 上 清流 放 于 4c 之 冰箱 中 24 小 时 后 再 测定 
活力 (如 图 4)。 从 图 中 可 见 , L- 天 冬 氨 酸 \ 二 硫 苏 糖 醇 \、 乙 二 胺 四 乙酸 对 酶 活力 都 具有 不 
同 程 度 的 保护 作用 ,其 中 尤其 以 L- 天 冬 氨 酸 的 作用 最 为 显著 。 

2. 耐 热 性 试验 ” 草 麻 蚕丝 腺 直 - 天 冬 酰 胺 酶 在 含有 L-Asp, DTT, EDTA HARAR 
冲 液 (0.02 M, pH 6.8) 中 的 而 热 性 如 图 5。 从 图 中 可 见 , 该 酶 在 有 上 述 保护 剂 存在 的 情况 
下 ,可 而 受 50°C 之 温度 10 分 钟 而 活力 基本 上 保持 不 变 。 而 在 没有 保护 剂 的 情况 下 ,其 耐 
热 性 较 差 ( 许 廷 森 等 , 1963)。 
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图 4 不同 试 剂 对 酶 活力 的 保护 作用 图 5 L- 天 冬 酰胺 酶 对 热 的 稳定 性 


口 新 制备 的 上 清流 ”放置 24 小 时 后 的 上 清流 
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3. 不 同 pH 条 件 下 稳定 性 之 测定 ”该 酶 在 不 同 pH 的 0.1 M 磷酸 钾 缓冲 液 中 (不 含 保 
PADA 37°C 水 浴 加 热 180 分 钟 后 ， 其 活力 变化 如 图 6。 从 图 中 可 见 该 酶 在 pH 小 于 6.8 
的 偏 酸 条 件 下 较 稳定 ,而 在 碱 性 情况 下 , 极 易 失去 活力 。 
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图 6 Al pH 条 件 下 酶 的 稳定 性 的 变化 7 不 同 pH 条 件 下 ， 酶 活力 的 变化 
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8 POR, SOF, CI- 对 酶 的 激活 作用 
4. 最 适 pH 值 该 酶 在 不 同 pH 的 0.1 M 硼酸 缓冲 液 和 磷酸 缓冲 液 中 的 活力 如 图 ?7。 
从 图 中 可 见 该 酶 的 最 适 pH 为 8.5, 在 pH 7.5 到 10.0 的 范围 内 ,都 保持 着 较 高 的 活力 。 
5.POF, SOF. Cl” 对 酶 的 激活 作用 “该 酶 在 含有 不 同 浓度 的 POF, SOF, Cig w 
PRR IPH (0.1 M, pH 8.5) 中 的 活力 如 图 8。 从 图 中 可 见 , POF, SOF, Cl” 对 该 酶 都 有 激 
活 作 用 ,并 且 达 到 最 大 活力 的 值 相 接 近 , 但 所 需 的 PO SOF, CU 的 浓度 却 不 一 样 。 
6. 米 氏 常 数 《Km): W Lineweaver 等 人 (1934) 的 方法 作 图 9。 从 图 中 可 见 该 酶 的 


K,, (429 1.1 X 10-M。 
7. 分子 量 测定 Wk Weber 等 人 (1969) 的 方法 , 用 纯化 后 的 酶 与 标准 样品 核糖 核酸 和 酶 、 
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REER AREALE AAEH AMAA EARNE SDS 凝 胶 电泳 , 分 别 计算 出 迁 
移 率 。 然 后 用 标准 样品 的 分 子 量 和 迁移 率 作 标准 由 i 

线 ,根据 纯化 后 L- 天 冬 酰 胺 酶 的 迁移 率 0.70, XB. 2MM 
相应 的 分 子 量 为 28,000。 而 依 Andrews (1965) 的 凝 氨基 酸 | (mol/1 600008, EAD 





Bebe Ae, tri FE Sephadex G-200 HE $ Asp 144 
DERRY 0.29, KEZES F StH 110,000— san gh 
Ser 39.1 
120,000, FAL, BADR ay 22 be L-K A A at 979 
玉林 组 成 ， 每 个 亚 基 的 分 子 量 为 28,000, 而 全 酶 的 Pro 20.2 
分 子 量 为 112,000。 Sy ae 
Ala 60.3 
Val 44.8 
Cys 1.99 
Mci 3.54 
Ile 25.6 
Leu 48.9 
Ty 22.2 
Phe 29.0 
Lys 52.4 
-8 —6 2 0 1 2 3 4 5 seh ue 
1/[SJmM Arg 20.1 

Trp 0 


图 9 “上 -天 冬 酰胺 酶 的 Ky W 


8. 梅 蛋 日 氮 基 酸 组 成 ”将 纯化 的 酶 用 4 多 荡 基 乙酸 保护 ， 然 后 用 5.7 N 盐酸 完全 水 
解 。 将 水 解 后 的 样品 抽 真 空 去 酸 后 ,用 RITACHI-835-50 氨基 酸 自动 分 析 仪 测定 各 种 氮 
ERZAK 20 

讨论 

Ba DK 2x 22 VR 工 -天 冬 酰 胺 酶 在 提取 过 程 的 不 同 阶 眉 ,其 稳定 性 表现 不 一 样 。 在 原始 上 
清 谱 中 较 不 稳定 ,即使 用 L- 天 冬 氨 酸 、\ 二 硫 苏 糖 醇 \ 乙 二 胺 四 乙酸 作 保 护 , 在 4°C 冰箱 中 
存放 一 星期 ;也 要 失去 大 部 分 活力 。 而 在 经 过 氧化 狼 和 硫酸 贸 帝 淀 处 理 后 ,在 有 上 述 保护 
剂 存在 的 情况 下 ,即使 在 4c 冰箱 中 存放 三 星期 , 海 活力 仍 保留 在 90% Lb 

该 酶 在 pH 小 于 6.2 的 缓冲 液 中 较 易 沉淀 , 因此 如 果 色 浆液 的 pH 值 较 小 , 则 酶 活力 
就 会 从 上 清 科 中 转移 到 沉淀 中 去 。 

与 其 他 来 源 的 L- 天 冬 酰 胺 酶 相 比 ， 昔 麻 和 翟 丝 腺 L- 天 冬 酰 胺 酶 对 底 物 的 专 一 性 较 强 ， 
对 L- 合 毛 酰 胺 没有 水 解 活性 《Wriston，1973)。 

冻 于 过 程 对 该 酶 有 了 明显 的 影响 ,不 仅 活力 要 减少 一 半 以 上 ,而 且 在 聚 丙 烯 酰胺 北 胶 中 
的 电泳 行为 会 出 现 新 的 蛋白 质 带 。 这 种 现象 在 其 他 来 源 的 L- 天 冬 酰胺 酶 中 也 有 发 生 
(Irion 等 , 1970; 部 凤 今 等 , 1979)。 其 原因 可 能 是 冻 干 过 程 促使 酶 分 子 结合 成 多 诊 体 的 
形式 。 纯 化 后 的 酶 溶液 在 冰箱 中 放置 一 段 时 间 后 ,也 有 这 种 情况 发 生 。 

从 氨基 酸 组 成 来 看 ， 艺 麻 鼻 丝 腺 L- 天 冬 酰 胺 酶 同 其 他 来 源 的 L- 天 冬 酰胺 酶 相 比 
CWriston 等 ,1973; Kito 等 , 1979), 其 特点 是 天 冬 氮 酸 ( 或 天 冬 酰 胺 ) 和 谷 氮 酸 必 或 谷 所 
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酰胺 ) 的 合 量 较 高 。 另 外 , 丙 迄 酸 \ 酷 氨 酸 \ 赖 氮 酸 和 组 氮 酸 的 含量 介 于 细菌 和 豚鼠 血清 之 
间 , 这 与 昆虫 在 进化 中 的 地 位 是 一 致 的 。 

L- 天 冬 酰胺 酶 的 抗 肿瘤 活性 一 般 来 说 与 酶 的 米 氏 常数 以 及 酶 在 动物 体内 的 灌 留 时 
间 有 较为 密切 的 关系 〈Wriston，1973)。 因 为 在 人 及 实验 动物 体内 ， 只 有 当 L- 天 冬 酰 胺 
的 浓度 降 到 107° M 以 下 ,淋巴 瘤 细胞 的 增殖 才 会 受到 明显 的 抑制 , 如 果 酶 的 Kw AX, 
则 难以 把 血液 中 的 工 -天 冬 酰胺 降低 到 有 效 的 水 平 , 而 如 果 酶 在 体内 的 滞留 时 间 太 短 也 难 
以 起 到 阻止 淋巴 瘤 细胞 增殖 作用 。 一 般 认为 酶 在 实验 动物 及 人 体内 的 滞留 时 间 ， 与 酶 的 
分 子 量 有 关 ， 分 子 量 愈 大 则 愈 容易 被 分 解 。 从 药 麻 鼻 L- 天 冬 酰胺 酶 的 K 值 和 分 子 全 来 
看 , 其 性 质 接 近 于 豚鼠 血清 L- 天 冬 酰 胺 酶 。 因 此 ， 它 可 能 具有 抗 淋 巴 瘤 细胞 的 作用 。 然 
而 , 它 的 实际 抗 肿瘤 活性 及 其 应 用 价值 尚 待 进一步 研究 。 
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AN L-ASPARAGIN ASE 
FROM THE SILK GLAND OF PHILOSAMIA CYNTHIA RICINI 


Car GHUANG-YUN 
(Shanghai Institute of Entomology, Academia Sinica) 


Xu TING-SEN 
(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


Procedures are described for the purification of L-asparaginase from the silk gland 
of Philosamia cynthia ricini. A 246-fold purification of the enzyme was effected by salt 
fractionations, heat treatment, ion-exchange chromatography, calcium hydroxylapatite chro- 
matography and gel filtration. The enzyme is very labile in alkaline buffer, and L-aspartic 
acid, dithiothreitol, EDTA possess protective effects on its activity. It has a molecular we- 
ight of approximately 112,000, and is composed of four subunits. The optimal pH is 8.5. 
In the range of pH from 7.5 to 10.0, the enzyme retains most of its activity. The Km va- 
lue is 1.1X10-M (in 0.1 M, pH 8.5 borate buffer). The ions of POF , SOF and Cl~ 
can activate the enzyme. In addition, the amino acid composition and other properties of 
the enzyme were determined and compared with those isolated from other sources. 


